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摘要  目的: 研究琥珀酸亚铁片剂的人体药动学和生物等效性。方法: 按随机交叉实验设计, 20名健康男性受试者单剂量口

服给药 200 m g后, 应用电感耦合等离子体质谱 ( ICP- M S)技术测定血清铁浓度,并用 BAPP 31 0软件计算主要的药动学参数。

结果: 参比制剂和受试制剂的 Cm ax分别为 ( 3028125 ? 707144)和 ( 29861 50 ? 6211 07)Lg# L- 1; Tm ax分别为 ( 317 ? 11 3)和 ( 413 ?

11 6) h; t1/2分别为 ( 27166 ? 27138)和 ( 321 91 ? 321 62) h; AUC0~ S分别为 ( 48394109 ? 8419176)和 ( 48459173 ? 9242103)Lg# h#

L- 1; AUC0~ ] 分别为 ( 81768139 ? 33624143)和 ( 914771 34 ? 488271 18)Lg# h# L- 1。结论: 经统计学检验表明, 2种琥珀酸亚铁

片剂具有生物等效性。
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ICP- MS determ ination of human pharmacokinetics and

bioequivalence of ferrous succinate tablets
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Abstract Objec tive: To study pharm acok inetics and bioequivalence of ferrous succ inate tab lets in healthy vo lun-

teers.M ethods: A single dose o f200 mg reference or tested tab lets of ferrous succ inatew as orally adm in istered to 20

healthym a le vo lun teers in a random ized crossover w ay. The serum concentrations of Fe w ere determ inated by ICP-

M S, and the key pharm acok inetic param eters w ere calcu lated by BAPP 310. Results: The pharm acok inetic param e-

ters o f the reference and tested tab lets w ere as fo llow s: Cm ax w ere ( 3028125 ? 707144) Lg# L
- 1

and ( 2986150 ?

621107)Lg# L
- 1

; Tm ax w are ( 317 ? 113) h and ( 413 ? 116) h; t1 /2 w ere ( 27166 ? 27138) h and ( 32191 ? 32162)

h; AUC0- S w ere ( 48394109 ? 8419176 ) Lg# h# L
- 1

and ( 48459173 ? 9242103) Lg# h # L
- 1

; AUC0- ] w ere

( 81768139 ? 33624143) Lg# h# L
- 1

and ( 91477134 ? 48827118) Lg# h# L
- 1

. Conclusion: The stat istical re-

su lts show ed that the re ference and tested tab lets w ere b ioequ iva len.t
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  铁元素是人体需要量最大, 又是最易缺乏的 1

种微量元素, 许多生命活动都需要铁元素的参与。

缺铁性贫血 ( Iron- defic iency anem ia, IDA)是由于体

内铁的储存不能满足正常红细胞生成的需要而发生

的贫血。琥珀酸亚铁是目前口服防治 IDA的一线

药物, 对中、重度 IDA患者的治疗具有疗效高、副作

用少、给药方便的特点。

目前, 国内还未见琥珀酸亚铁的人体药动学及

生物等效性的研究报告。本文运用电感耦合等离子

体质谱 ( Induct ively Coupled P lasm a M ass Spectrom e-

try, ICP- M S)建立了血清铁的测定方法, 并将之应

用于琥珀酸亚铁片剂在健康中国男性受试者中的药
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动学与生物等效性研究,为临床用药提供了依据。

1 仪器与试药

电感耦合等离子体质谱仪 ( ICP- M S) : Ag ilent

7500a( Ag ilent Techno log ies Co. L td, USA ) , B abington

雾化器, 镍采样锥和截取锥。M ETTLER TOLEDO

XP 205电子天平: 梅特勒公司。超纯水 ( 1812 M 8

# cm
- 1

, 25 e )由M illi- Q
m

A10 Synthesis纯化系统

制备 ( M ILLIPORE公司, 法国 )。 CS - 6KR C entr-i

fuge低温离心机: 美国 Backm an公司。

浓硝酸 ( BV - Ó级, 批号 071112)购自北京化

学试剂研究所。 Triton Ú - 100 (化学纯, 批号

T20080807)购自国药集团化学试剂有限公司。冷

冻人血清中无机成分分析标准物质 ( GBW 09152,铁

含量 1394 Lg# L
- 1

)和铁单元素溶液标准物质

( GBW 08616, 1000 m g# L
- 1

)均购自中国计量科学

研究院国家标准物质研究中心。锗元素国家标准溶

液 ( GSB G 62073- 90, 1000 m g# L
- 1

)购自国家钢

铁材料测试中心钢铁研究总院。

受试制剂:琥珀酸亚铁片 (规格 100 m g#片
- 1

,

批号 20090501),湖南华纳大药厂有限公司提供;参

比制剂: 速力菲
m

(规格 100 m g # 片 - 1
, 批号

090104), 南京金陵药业股份有限公司金陵制药厂

提供。

2 方法

211 样品测定与数据处理
21111 ICP - M S工作参数  RF功率: 113 kW; 采

样深度: 716 mm;载气流速: 1115 L# m in
- 1

; 蠕动泵

转速: 6 r # m in
- 1

; 雾化室温度: 2 e ; 采样模式:

Spectrum,全定量; 采样元素同位素:
57

Fe和
72

Ge(内

标同位素 ); 元素的积分时间: 011 s,重复次数: 3次;

采样前蠕动泵提升速度: 18 r# m in
- 1

, 提升时间: 25

s; 采样前蠕动泵平衡速度: 6 r# m in
- 1

,平衡时间: 30

s。

21112 稀释液的制备  每 1000 mL超纯水中分别

加入曲拉通 ( T r iton X - 100) 1 mL和浓硝酸 ( HNO3 )

2 mL,混匀后冰箱 4 e 保存,备用。

21113 内标溶液的制备  量取锗元素国家标准溶
液 ( GSB G 62073 - 90)适量, 稀释液逐级稀释至浓

度约为 400 Lg# L
- 1
的溶液,冰箱 4 e 保存,备用。

21114 铁元素储备液和溶液的制备  精密量取铁
单元素溶液标准物质 ( GBW 08616)适量, 用稀释液

逐级稀释成 1000 Lg# L
- 1
的铁元素储备液。精密

称取铁元素储备液适量, 用稀释液稀释成浓度分别

为 40, 100, 200, 400 Lg# L
- 1
的铁元素溶液, 冰箱 4

e 保存,备用。

21115 对照品溶液和质控样的制备  精密称取冷

冻人血清中无机成分分析标准物质 ( GBW 09152 )

015 mL,精密加入内标溶液 015 mL, 再分别精密加

入铁元素储备液 0, 0125, 0150, 0175, 1100, 2100,

4100 mL, 并用稀释液定容至 5 mL, 摇匀, 即得。同

法制备铁元素储备液加入量分别为 0, 0150, 1100,

2100 mL的对照品溶液作为质控样。

21116 供试品溶液的制备  精密量取受试者血清

015 mL,精密加入内标溶液 015 m L,稀释液定容至 5

mL,摇匀, 即得。

212 受试者与血样采集
21211 受试者  本试验经医院伦理委员会批准, 受

试者为 20名男性健康志愿者,平均年龄 20~ 39岁,

体重 55~ 72 kg,签署知情同意书, 试验前进行全面

体格检查 (包括心率、血压、心电图、血常规、尿常

规、肾功能、肝功能等 ), 结果均正常。血清铁和铁

蛋白检查以排除轻度贫血或低贮备铁的受试者。受

试者无继往病史和药物过敏史,精神状态良好,不吸

烟, 不嗜酒,试验前 2周内未服用任何药物, 试验前

3个月未服用过任何补铁制剂。

21212 给药与采血方案  采用随机双交叉单剂量
口服给药,受试者随机分配到两个给药组,第 1组先

服用受试制剂后服用参比制剂, 另 1组先服用参比

制剂后服用受试制剂, 每次试验间隔 1周, 单次给

药, 给药剂量为 200 mg ( 2片 )。受试者在试验前禁

食 10 h,禁水 2 h, 用 200 mL温开水服药, 给药 2 h

后可自由饮水, 4 h后统一进标准餐。在给药前及

给药后 1, 2, 3, 4, 415, 5, 6, 9, 12, 24, 36 h于上臂分

别采集静脉血各 6 mL于血清管中。血样在 30 m in

内用 10 e 低温离心机 3000 r# m in
- 1
离心 10 m in,

分离血清,置 - 70 e 冰箱储存至测定。

213 数据分析  根据测得的琥珀酸亚铁血药浓度
-时间数据, 应用中国药科大学药代中心编写的

BAPP310软件进行处理, 计算参比制剂和受试制剂

的主要药动学参数,并评价两者的生物等效性。

3 结果
311 检测限  分别测定稀释液和浓度为 40 Lg#

L
- 1
的铁标准溶液各 11次, 根据公式: 检测限 ( Lg#

L
- 1

) = [ 3R / ( S- B) ] @ 40计算检测限。式中: R为

稀释液中
57

Fe的每秒计数值 ( cps)的标准偏差 ( n =

11); S和 B分别为
57

Fe在标准溶液和稀释液中的平

均 cps。计算得到
57

Fe的检出限为 519 Lg# L
- 1
。

312 线性  以铁元素的质量浓度为横坐标 (X ),
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以
57

Fe和内标同位素
72

Ge的 cps比值为纵坐标 ( Y ) ,

对 / 211150项下制备的对照品溶液进行测定, 并绘

制标准曲线。获得的标准曲线方程为:

Y= 21614 @ 10
- 3
X + 011928 r= 019998

表明该方法具有良好的线性。

313 精密度及回收率  按 / 211150项下规定的制

备方法,制备 4个浓度的质控样各 5份,测定, 测定

结果的 RSD作为日内精密度。并将测得的浓度平

均值和理论浓度相比,计算相对回收率。每天制备

和测定各浓度质控样 1份, 连续 5 d, 测定结果的

RSD作为日间精密度。结果见表 1。

分别测定浓度为 100, 200, 400 Lg# L
- 1
的铁溶

液, 获得
57

Fe和
72

Ge的 cps比值 ( A )。人血清铁标

准物质 ( GBW 09152 )制备供试品血清, 测定, 获得
57

Fe和
72

Ge的 cps比值 ( B )。人血清铁标准物质

( GBW 09152)分别加入一定量的铁储备液使增加的

铁浓度分别为 100, 200, 400 Lg# L
- 1

, 测定, 获得
57

Fe和
72

Ge的 cps比值 ( C )。C /( A+ B) @ 100%即为

绝对回收率。结果见表 1。在表中还应该有相对回

收率和绝对回收率的 RSD。

表 1 精密度及回收率结果 (n= 5)

Tab 1 The resu lts of precision and recovery

加入浓度

( added) /Lg# L- 1

理论浓度

( theoretica l) /Lg# L- 1

日内精密度

( intra- day) /% , RSD

日间精密度

( inter- day) /% , R SD

相对回收率

( re lat ive recovery) /%

绝对回收率

( absolute recovery) /%

0 13914 0147 11 77 10311( 1175) -

100 23914 1182 11 40 10010( 2173) 87185( 1100)

200 33914 1157 11 06 99103( 2188) 88107( 0186)

400 53914 0179 01 60 98167( 0181) 88158( 0138)

注 ( no te ):括号内为 RSD ( RSD is in the parenthesis)

314 稳定性  按 / 211150项下规定的制备方法,制

备 4个浓度的质控样多份, 分别考察了血清铁样品

室温放置 7 d内的稳定性、反复冻融 3次的稳定性、

- 70 e 冷冻保存 30 d内的稳定性,并考察了样本稀

释处理后制备的供试品溶液在 4 e 冰箱保存 7 d内

的稳定性。结果表明:各种条件下,样品测定结果的

RSD均小于 10% ,样品的稳定性良好。

315 药代动力学参数和生物等效性评价  对采集

到的血样数据经 BAPP310软件处理后, 20名受试者

服用参比制剂和受试制剂的血药浓度 -时间曲线见

图 1,主要药动学参数见表 2。

图 1 受试者随机交叉口服参比制剂与受试制剂后的平均血药浓度

-时间曲线 (M ? SD, n= 20 )

Fig 1 M ean serum concen tration - t im e profiles of reference and tested

form ulations for volunteers in a random ized crossover w ay (M ? SD, n =

20)

表 2 20名受试者单剂量口服 200m g琥珀

酸亚铁后的主要药动学参数 (M ? SD)

Tab 2 Key pharm acok inetic param eters for 20
healthy volunteers after ora l adm in istration of 200

mg ferrous succinate (M ? SD)

参数

( param e ters)

参比制剂

( reference fo rmu lation)

受试制剂

( tested form ulation)

Cm ax /Lg# L - 1 3028125? 7071 44 29861 50 ? 621107

t
m ax

/h 317 ? 113 413 ? 116

t1/2 / h 271 66 ? 271 38 32191 ? 32162

MRT / h 411 00 ? 381 17 48157 ? 46120

AUC0- S /Lg# h# L- 1 48394109? 8419176 484591 73 ? 9242103

AUC0- ] /Lg# h# L - 1 817681 39 ? 33624143 91477134 ? 48827118

  Cmax、AUC0~ S经对数转换后进行方差分析和双

单侧 t检验, 90% 置信区间分别为 89193% ~

10912%和 92152% ~ 10717% , 在生物等效范围之

内。参比制剂和受试制剂的 Tmax经W ilcoxon非参数

检验, P > 0105,未见显著性差异。结果表明: 2种制

剂具有生物等效性。

316 方法学比较  为进一步验证实验结果的可靠

性, 本实验还应用5全国临床检验操作规程 6推荐的

亚铁嗪比色法
[ 1 ]

, 对所有的样本进行了测定, 测定

结果经 BAPP310软件处理后,获得参比制剂和受试

制剂的关键药动学参数如下: Cm ax分别为 ( 2641106

)328) 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2011, 31( 2)



? 629151)和 ( 2696137 ? 725141)Lg# L
- 1

; Tm ax分别

为 ( 412 ? 110 )和 ( 316 ? 112) h; AUC0 ~ S分别为

( 41570181 ? 7868102 )和 ( 42340143 ? 9559106 ) Lg

# h# L
- 1
。其关键药动学参数和 ICP - M S法非常

接近。Cmax、AUC0~ S经对数转换后进行方差分析和

双单侧 t检验, 90% 置信区间分别为 90159% ~

11316%和 93148% ~ 11019% ,亦可判定 2种制剂生

物等效。

4 讨论

411 内源性物质分析的特殊性  铁是内源性物质,

人体的空白血清 (未服药血清 )中即含有相当浓度

的铁。由于无法获得不含铁的空白血清, 本研究只

能应用已经标定了铁浓度的国家一级标准物质 /冷

冻人血清中无机成分分析标准物质 (标准物质编号

GBW 09152) 0作为本方法量值溯源的 1个基点。

/冷 冻 人 血 清 中 无 机 成 分 分 析 标 准 物 质

( GBW 09152) 0是由健康男性血液样本制备、国家标

准物质研究中心研制的血清标准物质, 具有法律效

力。通过往 /冷冻人血清中无机成分分析标准物质
( GBW 09152) 0加入同样是国家一级标准物质的 /铁

单元素标准溶液 (标准物质编号 GBW 08616) 0制备

标准曲线,从而使标准曲线上的每个点都能量值溯

源到国家最高标准。

412 内源性物质和饮食控制  铁作为内源性物质,

个体间差异较大, 个体内尚有时辰波动
[ 2]

, 且易受

饮食影响。国内尚无关于内源性药物生物等效性研

究的指导原则或统一方案。本实验排除了低铁蛋白

及低血清铁的受试者, 尽量降低受试者之间的个体

差异;参照 FDA关于氯化钾缓释片和胶囊生物等效

性指导原则
[ 3]

,在 2个给药周期前均增加 4 d饮食

平衡期,由研究人员和北京医院营养室共同制定食

谱, 并计算出每份食物热量和原素铁含量,所有受试

者给予相同标准餐并全部食用, 以尽量减少饮食及

个体差异对结果的影响。

413 定量同位素及内标同位素的选择  56
Fe虽然

是铁元素中丰度最大的同位素,但由于 ICP- M S载

气为氩气, 产生的
40

Ar
16

O离子可严重干扰分析结

果, 故而选择干扰最少的
57

Fe作为定量同位素。锗

元素在人体内的含量极低 (低于铁 3个数量级以

上 ) ,电离能和铁元素相近, 故而选择
72

Ge作为内标

同位素。

414 关于溶血样品  实验表明, 不管是 ICP- M S

法, 还是亚铁嗪比色法, 溶血样品的测定结果都会大

幅度地增高,因而, 在血样处理过程中一定要避免溶

血的发生。对于已经发生严重溶血的样品, 应将其

排除出统计数据。
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